The Cytotoxic Effects of Wheat Germ Extract on
































this  paper  includes  the  comparison  of  cell  viability  after  the  exposition  to  different 
concentrations of Wheat Germ Extract (WGE) in medium. 
My research question was: “How does the cytotoxic activity measured by the percentage of 
remaining  living cells  found  in Methylthiazol Tetrazolium Assay  test  (MTT) of glioblastoma 





To answer  the  research question, WGE was produced and given  to glioblastoma cells  in 6 
different  concentrations  starting  from  10%  to  35%,  increasing  5  by  5  in  growth medium. 
Distilled water was  given  to  the  control  group  at  the  same  concentrations  in medium  as 
distilled  water  was  used  during  the  production  of  WGE  and  it  was  important  to  check 
whether WGE or distilled water had the cytotoxic effect on cells. The cells were left in a CO2 
incubator for 48 hours. 















































Curious,  I began  to  research  this  fatal disease. My  research  showed me  that glioblastoma 





Next,  I decided  to  talk  to experts on  the  issue and ended up  speaking  to a biologist2. He 
named me  some drugs  that help eradicating glioblastoma and advised me  to observe  the 
antioxidant, oxidant, and cytotoxic activity of these different drugs on the cell line. However, 
I was not  looking  for drugs.  I was  looking  for  something more natural so  I began my own 
research again. I found that wheat germ extract (WGE) is recently being used to cure cancer. 
All studies  I  found were on  the  impacts of WGE on different cancer  types,  though  I never 
came across a study which focused only on glioblastoma multiforme in this sense. I decided 
to use WGE and  to choose one of  the  three activities of antioxidant  (inhibiting oxidation), 
oxidant (promoting oxidation) or cytotoxic (the quality of being toxic to cells) as to make the 












genuinely  mine  and  desired  the  least  amount  of  help  from  professionals.  Therefore  I 
resolved to choose cytotoxic activity as it is directly correlated with the amount of cells that 
die from the exposition to WGE. For the other two; I would have to work with biochemists.  
In  light  of  these  decisions,  I  have  settled  my  research  question  to  be:  How  does  the 
cytotoxic activity measured by the percentage of remaining  living cells found  in MTT test 

























like  ovarian  and  colon  cancer,  there  is  limited  information  about  WGE’s  effects  on 
glioblastoma  cell  line.  Studies  focusing  specifically  on  ovarian  cancer3,  colon  cancer4,  and 
leukemia5 indicate that WGE has anti‐proliferative and anti‐metastatic effects on cancer cell 
lines. It  is suggested that the high redox potential of 2,6‐dimethoxy‐p‐benzoquinone and 2‐
methoxy  benzoquinone  found  in wheat  germ  causes  cell  cycles  to  be  disturbed,  thereby 
acting  as  an  inhibitor.6 Apparently, WGE  keeps malignant  cells  from  growing by  changing 
their metabolism  and  induces  apoptosis4  (the  triggering  of  a  pathway  in  a  cell which  is 
naturally  programmed  to  kill  it).  Both  apoptosis  and  the  limited  growth  of  a  cell  are 
considered as cytotoxic activity for a cell.  
Therefore  it can be hypothesized that, as the concentration of applied WGE  increases, the 

























Glioblastoma  cell  line was  chosen  to work with  because  it  is  one  of  the most malignant 
cancer cells. Wheat Germ Extract  (WGE) was chosen  to expose  the cells  to because  it  is a 
natural  substance  newly  being  tested 
on  cancer  cells.  A  laboratory  was 
needed  as  such  an  experiment  could 
not be conducted at home. Talking  to 
a  few  doctors,  I  was  lead  to  the 
molecular  biology  department  of 
Ankara  University.  There,  I  explained 
the  aim of my experiment  and  it was 
shown great  interest.  I was  told  that  I 
could receive assistance with using the 
lab equipment. The glioblastoma cell line was provided from the Neurosurgery Department 
Neuro‐oncology  Laboratory  of  Ankara University.  The materials  needed  to  inoculate  cells 
and  feed  them  throughout  the  experiment  such  as  RPMI‐1640,  Trypsin  Hormone,  Fetal 
Bovine, and L‐glutamine were obtained from the medical firm Sigma. (See Appendix 2) I was 
also lead to a research which explains the method of WGE production.7 (see Appendix 7) 
Next  came  designing  the  experiment.  The  cells  were  too  valuable  to  waste.  To  find  an 
interval of WGE concentration which would probably contain the cytotoxic activity threshold 
of glioblastoma cells was needed  to determine the amount of WGE  to give  the cells. With 
this aim, the threshold levels of other malignant cancer cells were researched as there were 
not many articles on glioblastoma cell  lines.  It was  found  that  there  is a general  IC50 (half 



















48  hours  is  usually  the  best  fit  for  cells  to  react  to WGE  as  24  hours  can  sometimes  be 
insufficient  for  significant  change  in  cell  activity.10  As  glioblastoma  cells  are  considered 
malignant  cells,  48  hours was  chosen  for  the  duration  of WGE  exposure  to  cells  before 
conducting a viability test. 
At  the end of  the experiment,  there was  the need  to carry out a viability  test  to measure 
what percentage of  the  cells had died  to  see  cytotoxic activity. As earlier mentioned,  cell 
apoptosis is cytotoxic activity.  Research for possible viability assays showed that tetrazolium 
salts (reflect a purple color when the enzymes in a living cell reduce them to their insoluble 
formazan  dye)  are  used  in  experiments  in  which  cells  go  through  apoptosis.  During 
apoptosis,  deformations  in  the mitochondria  occur  and 
the mitochondria  die.11  These  tetrazolium  salts  can  be 
reduced  by  an  enzyme  present  in  only  metabolically 
active  cells,  thus,  cells  with  healthy  mitochondria.12 
Among  these  tests  with  tetrazolium  salts,  were  the 

























To  reach viability statistics after  the viability assay, a control group  to which  the cytotoxic 





At  this  state, determining  the  controlled  variables was  the  issue.  To make  sure  the  same 
amount of  cells was  inoculated  into each well  I  learned  to use  the  technique used  in  the 
laboratory of  the university  called  the  Thoma  cell  counting  chamber which  allows one  to 
count  the number of cells  in 1mm3 on  the chamber under  the microscope and  then reach 
the total number of cells per ml by direct correlation.  
A  96  well  plate  as  was  going  to  be  used  as  need  60  wells  for  5  trials  in  6  different 
concentrations  and  their  control  groups  were  needed.  Research  showed  that  30,000  to 
40,000 cells should be  inoculated  in each well  to reach a 
90%  confluence  after  incubation.14  So,  40,000  were 
inoculated in each well.  


























feed on will be  the same but  the amounts will change due  to  the concentrations of WGE. 
This serum would be the one always used by the laboratory for cell cultures. It contains 89% 
RPMI 1640 Medium, 10% Fetal Bovine serum which  is rich of proteins and further supports 









































 100 ml medium  (contains  10 ml  Fetal Bovine,  1 ml  L‐glutamine,  and  89 ml RPMI‐
1640) 
To begin the experiment, firstly, WGE is produced. (See Appendix 7)  
For  the steps after  this point,  it  is  important  to note  that a different pipette end must be 
used  for  each  different  substance  handled  by  the  pipette.  The  experiment  must  be 










surfaces.  So when  there  is not  enough  surface  area,  some  cells 
begin to die. That is why, when the flask full of glioblastoma cells 
is  first  taken  out,  1 ml  of  the  hormone  Trypsin  is  added  to  the 
flask  and  kept  in  the  incubator  with  37oC  for  3  minutes.  The 
hormone Trypsin helps separate the cells from the surface so that 
they can be  inoculated  in wells. After 3 minutes,  the  flask  is put 
into a centrifuge which spins 2000 times per minute. This makes the healthy cells precipitate 
to  the bottom  so  that  the dead  cells  can 
easily  be  extracted  from  the  top  of  the 
liquid  with  a  pipette.  When  the  liquid 
formed of the Trypsin hormone and dead 
cells is extracted, 2 ml of medium is added 
to  the  healthy  cells.  The  cells  and  the 
medium  are  mixed  with  pipetting 
technique.  
100  µl  of  the  cell  solution  is  put  on  the 
Thoma  Cell  Counting  Chamber  (see 
Appendix  3)  using  the  pipette.  This 






is  to  further prevent any  temperature changes or air circulation  that might happen  in  the 






Figure 5: Glioblastoma cells under light 
microscope. The clearly outlined ones are the ones 










This makes  the  total  need  of WGE  1.35 ml  and  the  total 
need for distilled water also 1.35 ml. In correspondence to 
WGE,  180,  170,  160,  150,  140,  130  µl  of  medium 
respectively  is  needed  for  every  10  wells  for  both  the 























Figure 7: 96 well plate 
after MTT test, the 
darkest purple colors 
showing the highest 
viability.
Figure 6: 96 well plate after 
inoculation and the addition of 
WGE, medium, distilled water. 

























Trial 1  Trial 2  Trial 3  Trial 4  Trial 5  Trial 1  Trial 2  Trial 3  Trial 4  Trial 5 
550 
10  1,311  1,277  1,246  1,205  1,226  1,531  1,497  1,494  1,485  1,464 
15  1,111  1,153  1,135  1,071  1,039  1,486  1,445  1,449  1,464  1,450 
20  1,097  1,098  1,112  1,125  1,027  1,423  1,412  1,423  1,414  1,462 
25  1,130  1,130  1,111  1,096  1,116  1,359  1,342  1,326  1,368  1,373 
30  0,898  0,873  0,800  0,890  0,888  1,299  1,260  1,291  1,255  1,358 
35  0,476  0,605  0,618  0,622  0,655  1,194  1,189  1,178  1,223  1,231 
690 
10  0,054  0,055  0,054  0,054  0,060  0,058  0,059  0,059  0,059  0,058 
15  0,053  0,061  0,056  0,054  0,053  0,059  0,058  0,059  0,060  0,060 
20  0,054  0,054  0,056  0,055  0,053  0,059  0,060  0,060  0,058  0,061 
25  0,056  0,056  0,054  0,054  0,054  0,058  0,059  0,059  0,058  0,059 
30  0,052  0,053  0,052  0,051  0,051  0,057  0,058  0,058  0,057  0,059 





Trial 1  Trial 2  Trial 3  Trial 4  Trial 5  Trial 1  Trial 2  Trial 3  Trial 4  Trial 5 
10%  1,257  1,222  1,192  1,151  1,166  1,473  1,438  1,435  1,426  1,406 
15%  1,058  1,092  1,079  1,017  0,986  1,427  1,387  1,390  1,404  1,390 
20%  1,043  1,044  1,056  1,070  0,974  1,364  1,352  1,363  1,356  1,401 
25%  1,074  1,074  1,057  1,042  1,062  1,301  1,283  1,267  1,310  1,314 
30%  0,846  0,820  0,748  0,839  0,837  1,242  1,202  1,233  1,198  1,299 


















10  1,198  1,436  83,449 
15  1,046  1,400  74,736 
20  1,037  1,367  75,848 
25  1,062  1,295  82,008 
30  0,818  1,235  66,246 











10  15  20  25  30  35  10  15  20  25  30  35 
Mean  1,253  1,102  1,092  1,117 0,870 0,595 1,436 1,400 1,367  1,295  1,235 1,147
Standard 
Deviation  0,042  0,047  0,038  0,014 0,040 0,069 0,024 0,017 0,020  0,020  0,041 0,023
Standard Error  0,043  0,044  0,037  0,013 0,040 0,069 0,024 0,017 0,020  0,020  0,041 0,023
t  2,776  2,776  2,776  2,776 2,776 2,776 2,776 2,776 2,776  2,776  2,776 2,776









Groups  Count  Sum  Mean  Variance
10%  5  5,988  1,1976  0,001831
15%  5  5,232  1,0464  0,001947
20%  5  5,187  1,0374  0,001376
25%  5  5,309  1,0618  0,000178
30%  5  4,09  0,818  0,001623
35%  5  2,725  0,545  0,004769
ANOVA 
Source of 
Variance  SS  df  MS  F  P‐value F crit 
Between 
Groups  1,360897  5  0,272179 139,2982
6,46E‐
17  2,620654 
Among Groups  0,046894  24  0,001954












































































Concentration of WGE or Distilled Water in Medium

















the  more  absorbance  the  cells  have  their  viability  is.  When  comparing  the  calculated 
absorbance of cells exposed to least amount of WGE to more (1,253  1,102  1,092  1,117
  0,870    0,595),  it  is  seen  that  the  ones  exposed  to  less  WGE  have  much  more 
absorbance  (1,253)  that  the ones exposed  to  the most amount  (0,595). Also, compared  to 




distilled  water  have  the  absorbance  mean  1,147.  The  viability  results  also  support  the 
hypothesis. (See Table 4) The viability of cells exposed to WGE from 10% to 35% are 83,449   
74,736   75,848   82,008   66,246 and 47,532 respectively. This shows that even though there 
are  some  minor  inconsistencies  between  the  correlations  of  cell  viability  as  the  WGE 
concentration  increases,  there  is  obvious  cytotoxic  activity  at  35%  as  the  cell  viability  is 
below 50% (47,532%) which is considered as cytotoxic activity. 
The graphs better illustrate the decrease in absorbance means and viability. As observed on 
Graph 1, mean absorbance of  cells exposed  to WGE decrease much more  than  tan  those 












To  evaluate  the  reliability  of  data,  the  standard  deviation,  standard  error,  and  95% 







the  line.  Predictably,  the  95%  Confidence  level  shows  most  confidence  in  25%  WGE 
concentration  results  with  the  confidence  level  at  0,040,  and  the  lowest  at  35%  WGE 
concentration  with  the  number  0,192.  Overall,  the  reliability  of  data  is  high  with  low 
numbers of standard deviation, standard error, and 95% confidence level.  
When decrease in viability and absorbance means are examined, it is seen that cell viability 





experiment  as  35%  WGE  concentration  has  shown  concrete  cytotoxic  activity,  it  is  a 
significant error to be considered. This error may be caused by too many cells inoculated in 
some wells.  The  cells may  have  been  exposed  to  less WGE  per  cell due  to miscalculated 
population. To prevent this, cells in more square areas on the Thoma cell counting chamber 













Research showed  that  the XTT assay  (another  form of viability  test) has been proposed  to 
replace  the MTT assay as  it has higher sensitivity and a higher dynamic  range. One of  the 
limitations  in  the experiment was  that XTT  assay wasn’t  available  in  the  laboratory used. 
More accurate results could have been reached using this alternative assay. 
Despite erring possibilities,  the  results  can be  considered  valid  as  the  conclusion  reached 
also abides by the results reached in other published researches15 on the similar topics. All of 
these  laboratory researches have observed that WGE  increasingly has a cytotoxic effect on 































The  evaluation  of  the  results  obtained  from  the  experiment  show  that WGE  viability  of 
glioblastoma cells over 50%, at 35% concentration of WGE  in medium  in 48 hours. As WGE 
concentration  in media  increases,  the cytotoxic activity of cells also  increases, proving  the 
hypothesis right.  
The  cytotoxic effect of WGE on  these  cancer cells begets a promising possibility of  curing 




























supporting  the  neurons  and  can  be  divided  into  three:  astrocytes,  oligodendrocytes,  and 
ependyms. Each of these types of glial cells has different responsibilities. The ones that I am 
concerned  with,  astrocytes,  are  responsible  for  regulating  the  transmission  of  electrical 
impulses  within  the  brain,  providing  the  nervous  tissue  with  nutrients,  supporting  the 
formation  of  blood‐brain  barrier, maintaining  extracellular  ion  balance,  and  repairing  the 
brain and spinal cord. The reason for me to be interested in this particular type of glial cells 
is  that  the  glioblastoma  multiforme  is  a  brain  tumor  deriving  from  the  cancer  of  this 
particular  cell  type.  However,  not  all  tumors  deriving  from  astrocytes  are  glioblastoma. 
Tumors  are  graded  to  classify  cancer  cells  according  to  how  abnormal  they  look. 







































Calcium Nitrate • 4H2O  0.1  1  0.1  0.1  0.1  0.1  0.1 
Magnesium Sulfate (anhydrous)  0.04884  0.4884  0.04884  0.04884  0.04884  0.04884  0.04884 
Potassium Chloride  0.4  4  0.4  0.4  0.4  0.4  0.4 
Sodium Bicarbonate  2  —  —  2  2  —  2 
Sodium Chloride  6  60  6  6  6  6  6 
Sodium Phosphate Dibasic (anhydrous)  0.8  8  0.8  0.8  0.8  0.8  0.8 
Amino Acids 
L‐Alanyl‐L‐Glutamine  —  —  —  —  0.4344  —  — 
L‐Arginine  0.2  2  0.2  —  0.2  0.2  0.2 
L‐Asparagine (anhydrous)  0.05  0.5  0.05  0.05  0.05  0.05  0.05 
L‐Aspartic Acid  0.02  0.2  0.02  0.02  0.02  0.02  0.02 
L‐Cystine • 2HCl  0.0652  0.652  0.0652  0.0652  0.0652  0.0652  0.0652 
L‐Glutamic Acid  0.02  0.2  0.02  0.02  0.02  0.02  0.02 
L‐Glutamine  —  —  0.3  0.3  —  0.3  0.3 
Glycine  0.01  0.1  0.01  0.01  0.01  0.01  0.01 
L‐Histidine  0.015  0.15  0.015  0.015  0.015  0.015  0.015 
Hydroxy‐L‐Proline  0.02  0.2  0.02  0.02  0.02  0.02  0.02 
L‐Isoleucine  0.05  0.5  0.05  0.05  0.05  0.05  0.05 
L‐Leucine  0.05  0.5  0.05  —  0.05  0.05  0.05 
L‐Lysine • HCl  0.04  0.4  0.04  —  0.04  0.04  0.04 
L‐Methionine  0.015  0.15  0.015  0.015  0.015  0.015  0.015 
L‐Phenylalanine  0.015  0.15  0.015  0.015  0.015  0.015  0.015 
L‐Proline  0.02  0.2  0.02  0.02  0.02  0.02  0.02 
L‐Serine  0.03  0.3  0.03  0.03  0.03  0.03  0.03 
L‐Threonine  0.02  0.2  0.02  0.02  0.02  0.02  0.02 
L‐Tryptophan  0.005  0.05  0.005  0.005  0.005  0.005  0.005 
L‐Tyrosine • 2Na • 2H2O  0.02883  0.2883  0.02883  0.02883  0.02883  0.02883  0.02883 
L‐Valine  0.02  0.2  0.02  0.02  0.02  0.02  0.02 
Vitamins 









Most  commercially  available media  are  formulated with  free  L‐glutamine which  is  either 
included  in the basal formula or added to  liquid formulations at time of use. L‐glutamine  is 
unstable  at  physiological  pH  in  liquid  media.  It  breaks  down  to  ammonium  and 
pyroglutamate  at  rates  that  make  it  a  problem  in  many  biomanufacturing  applications. 








Choline Chloride  0.003  0.03  0.003  0.003  0.003  0.003  0.003 
Folic Acid  0.001  —  0.001  0.001  0.001  0.001  0.001 
myo‐Inositol  0.035  0.35  0.035  0.035  0.035  0.035  0.035 
Niacinamide  0.001  0.01  0.001  0.001  0.001  0.001  0.001 
p‐Aminobenzoic Acid  0.001  0.01  0.001  0.001  0.001  0.001  0.001 
D‐Pantothenic Acid (hemicalcium)  0.00025  0.0025  0.00025  0.00025  0.00025  0.00025  0.00025 
Pyridoxine • HCl  0.001  0.01  0.001  0.001  0.001  0.001  0.001 
Riboflavin  0.0002  0.002  0.0002  0.0002  0.0002  0.0002  0.0002 
Thiamine • HCl  0.001  0.01  0.001  0.001  0.001  0.001  0.001 




D‐Glucose  2  20  —  2  2  2  2 
Glutathione (reduced)  0.001  0.01  0.001  0.001  0.001  0.001  0.001 








MTT  Assay:  The  MTT  (3‐[4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl]‐2,5  diphenyl  tetrazolium  bromide) 
assay  is  based  on  the  conversion  of  MTT  into  formazan  crystals  by  living  cells,  which 








This  large  central  square  is  divided  into  16 medium  squares  (with  the  40X  objective  the 























one of  the  large squares  (that  is,  in 16 medium squares),  the concentration of our sample 
will be: 
N x 104 cel/ml 

















The mean absorbance of wells with 35% WGE in medium:     0,545   
The mean absorbance of wells with 35% distilled water in medium:  1,1466 
Cell viability at 35%:  









A  spectrophotometer  is employed  to measure  the amount of  light  that a  sample absorbs. 
The  instrument operates by passing a beam of  light  through a  sample and measuring  the 

















Cel:      Cells 
CO2:      Carbon dioxide 
IC50:      half maximal inhibitory concentration 
L:      Liters 
ml:      milliliters  
mm3:      cubic millimeters     
MTT:      Methylthiazol Tetrazolium Assay 
MTS:  (3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐5‐(3‐carboxymethoxyphenyl)‐2‐
(4‐sulfophenyl)‐2H‐tetrazolium 
nm:      nanometers 




µl:      microliters 









In order  to  produce wheat  germ extract, wheat  seeds  are  soaked  in distilled water  for  8 
hours. However, as much as 10 ml is left of the 1 L distilled water for later usage. The seeds 
are  then planted  in  soil  and harvested  after 10 days.   The wheat  grass was  then  cut  and 
mashed using a plastic mortar. A few drops of distilled water is added as a solvent for wheat 
germ  to help get  the extract out. The  liquid  is  taken  through  the 0.2 µm pore  sized  filter, 
which  does  not  let  bacteria  pass  through,  over  and  over  again  until  a  liquid  extract  is 
reached. 
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